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論文内容の要旨
【緒 言】
哺乳動物の性分化は，性染色体の構成により遺伝的性
に支配され，XX は雌に XY は雄となる。雄型生殖巣
（XY）の支持細胞において Y染色体上から一過性に発
現する SRYが雄への性分化を決定する。マウスでは，
胎齢 11.5日に SRY が発現すると SOX9や FGF9など
の下流の雄性決定因子の発現を逐次的に誘起し，生殖巣
支持細胞は精巣形成および精子形成を支持するセルトリ
細胞へと分化する。一方雌型（XX）の生殖巣では，
SRYによる卵巣決定因子（WNT4，RSPO1）の発現抑
制が生じず，FOXL2および FST による卵胞形成が誘
導される。雄型もしくは雌型に構築された体細胞環境に
支持され，雌雄始原生殖細胞（PGC）は性特異的な運
命を獲得する。したがって，生殖巣の体細胞環境は雌雄
生殖細胞の発生を支持する。生殖細胞および生殖巣の相
互作用については，突然変異もしくは人為的遺伝子欠損
によって生じる性転換マウスの事例がある。性転換マウ
スは，PGCの性染色体構成と異なる生殖巣環境を持つ。
例えば，Sry遺伝子の機能欠失によって生じる XY性転
換雌マウスでは，Y染色体を保有しているのにもかかわ
らず雌型の生殖巣環境が構築され，生殖細胞は卵子様に
分化する。このことは，生殖細胞の性特異的な運命決定
（卵子あるいは精子への分化）は，自身の性染色体構成
ではなく生殖巣環境の性に依存していることを示してい
る。しかしながら，これらの性転換マウスは生殖細胞形
成過程において生殖細胞数の低下，染色体の不対合およ
び分配異常の多発を含む様々な異常を示し，不妊である。
上述のとおり，PGCにおける性分化の分子基盤に関
する研究は進展しているが，雌雄生殖細胞形成プロセス
を理解する上で残された課題も少なくない。例えば，
（1）発生のどの時期からどのような制御因子およびネッ
トワークが働き生殖細胞の性特異的な運命が決定するの
か理解されていない。（2）Y 染色体には性決定遺伝子
Sryの他にもタンパク質コード遺伝子が存在するが，そ
れらの PGCの性分化および生殖細胞形成における作用
については不明な点が多い。さらに，（3）性転換雌マウ
スの PGCの性染色体の構成と生殖巣環境の性の不一致
が卵子形成異常を引き起こすのか，その分子生物学的背
景は不明である。
【研究目的】
本研究は，マウス生殖細胞の性特異的運命決定のプロ
セスを制御する分子機構の解明を進め，生殖細胞形成や
それらの機能獲得に対する理解を深めることを目的に，
以下の一連の実験を実施した。（1）包括性および定量性
に優れた RNA-seq法を用いて，生殖巣到達直後の雌雄
PGCのトランスクリプトーム解析を行った。これによ
り，この時期の雌雄 PGCが示す遺伝子発現プロファイ
ルを明らかにし，体細胞の性に依存した明確な性分化が
すでに雌雄 PGCにおいて開始されているか検証を行っ
た。（2）性特異的発現遺伝子群を同定し，これらの in
silico解析を介して機能的生殖細胞形成を支持する制御
因子およびネットワークの同定を試みた。（3）さらに，
ゲノム編集技術である CRISPR/Cas9システムを用いて
Sry欠損 XY性転換雌マウスを作出し，性転換 XY雌マ
ウス由来 PGCのトランスクリプトーム解析を実施して
XY卵子形成異常の分子機構を追究した。
【結果および考察】
1． マウス雌雄 PGCsにおける性特異的発現遺伝子群
の獲得機構の解明
RNA-seq法により E13.5雌雄 PGCsの遺伝子発現プ
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ロファイルを次世代シークエンサー（NGS）により解
析した。雌雄 PGCs間で発現量に差がある遺伝子群を
検出（2 fold changeおよびModerated t-test, p＜0.05）
した結果，651 個の雌特異的発現遺伝子群（Female
specific expressed genes : FSGs）および 428個の雄特
異的発現遺伝子群（Male specific expressed genes :
MSGs）の同定に成功した。これにより，この時期の雌
雄 PGCsは，すでに性特異的な運命決定のプロセスに
あることが初めて明らかになった。加えて，同定された
FSGsおよび MSGsの生物学的意義をさらに詳細に解
析するため，DAVID web toolを用いて，各性特異的発
現遺伝子群の GO解析を行った。その結果，雌雄 PGCs
間で，「Regulation of transcription」および「Regula-
tion of transcription, DNA dependent」などの termを
もつ転写制御因子群が最も多く濃縮されていることが判
明した。さらに興味深いことに，FSGsには，Hand1，
Cdx2および Gata3といった胚体外組織への分化を制御
する転写制御因子群が，MSGs には，Otx2，Olig2 お
よび Heltなどの神経細胞分化に関与する転写制御因子
群が多く濃縮されており，FSGs および MSGs 間に機
能的な差異があることが明らかになった。これらの雌雄
特異的な転写制御因子が，現在までに報告されている転
写制御機構とは全く異なる方法によって，生殖細胞の性
特異的な分化を支持している可能性が考えられる。ま
た，雌雄 PGCs全転写産物のパスウェイ解析の結果，
雌雄 PGCs双方で，細胞周期に関与する「MAP kinase
pathway」の全制御因子および「Ras signaling path-
way」の生存および細胞死に寄与する双方の因子が検出
された。これにより，E13.5雌雄 PGCsが転写不均質性
をもった細胞集団であることが強く示唆された。
2． マウス雌雄 PGCs集団における転写不均質性の証明
1. におけるパスウェイ解析の結果，E13.5雌雄 PGCs
は高い転写不均質性を保有する細胞集団であることが示
された。そこで C1 Single-Cell Auto Prep Systemを用
いて E13.5雌雄 PGCのシングルセル RNA-seqライブ
ラリ構築を行った結果，67（雌）および 77（雄）サン
プルのシングル PGC RNA-seqライブラリの構築に成功
した。雌雄 PGC集団内における生物学的遺伝子発現変
動を明らかにするため，シングルセル PGC RNA-seq
データセットにおける発現遺伝子の k-meansクラスタ
リング解析を行った。各サンプル間で fpkm値が 2倍以
上異なる遺伝子群を変動遺伝子群（Highly variable
genes）として定義し抽出を行った結果，雌性 PGC間
において 1472個，一方雄性 PGC間において 3590個の
変動遺伝子群が検出された。また，これらの発現変動遺
伝子群を対象に GO解析を行った結果，アポトーシス
関連およびタンパク質代謝に関与する termをもつ遺伝
子群が多く濃縮されていることが明らかになった。さら
に，アポトーシス関連遺伝子群の発現状態によって各シ
ングルセル RNA-seqデータセットをクラスタリング解
析した結果，外因性アポトーシスパスウェイに関与する
因子は，ほとんどの雌雄 PGCサンプルで低発現状態を
示していた一方で，ミトコンドリア性アポトーシスパス
ウェイに関与する Casp2，Bax，Casp9，Apaf1，Cyct
および Cyc1 や Common apoptosis effector である
Casp3，Casp6 および Casp9 の発現は，雌雄 PGC サ
ンプル間で高い生物学的ばらつきが検出された。このこ
とは，ミトコンドリアを介した内因性アポトーシスパス
ウェイが，一部の雌雄 PGCsにおいて働いていること
を示唆している。また，クラスタリング解析の結果か
ら，この時期の約 60%の雌性 PGCsにおいてアポトー
シス経路が活性化しており，残りの 40%の細胞群では
アポトーシス誘導因子もしくは Common apoptosis ef-
fectorの発現が検出されなかった。これらのアポトーシ
ス陰性を示す細胞の割合は，出生後に生存する卵子数と
おおよそ一致するため，これらのシグナル因子がトリ
ガーとして働き，周産期における卵母細胞削減プロセス
を制御している可能性が示唆された。
3． Sry欠損性転換雌マウスにおける生殖細胞特性
CRISPR/Cas9システムを用いて作出した Sry欠損性
転換雌マウスの表現型は全て完全な雌型を示し，半陰陽
性を示す個体は検出されなかった。しかしながら，これ
らの妊孕性を B6N雄マウスとの交配試験によって評価
した結果，Sry欠損性転換雌マウスでは交配による膣栓
は確認されるものの，検証を行った全ての個体で妊娠は
成立しなかった。卵巣組織の病理組織解析の結果，Sry
欠損性転換雌マウスの卵胞は 6週齢で大部分が退行して
いることが判明した。したがって，Sry欠損性転換雌マ
ウスは解剖学的雌の表現型を持ち生殖行動を行うのにも
関わらず，不妊であることが確認された。次いで，この
生殖細胞の消失が発生どの時期から生じているか明らか
にするため，胎仔期および新生仔期の生殖巣中に存在す
る卵子数の計測を行った結果，検証を行った全てのス
テージで Sry欠損性転換雌マウスの生殖細胞数は有意
に減少していた。これにより Sry欠損性転換雌マウス
の生殖細胞の選択的削減は胎仔期から開始し，最終的に
は卵巣内の生殖細胞は枯渇し妊孕性を失うと結論づけら
れた。
次に，性転換雌マウスにおける生殖細胞の特性を明ら
かにするため，胎仔期（E13.5）および新生仔期（P1）
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の XYsry-雌性生殖細胞を対象に RNA-seq法によるトラ
ンスクリプトーム解析を行い，XYsry-卵子形成に対する
潜在的阻害因子の同定を試みた。E13.5 XYsry-雌性
PGCsの発現変動遺伝子群を抽出した結果，4568個の
発現変動遺伝子群が検出された。また P1の非成長期卵
母細胞（NGOs）RNA-seq データセットにおいても同
様の解析を行った結果，P1において検出された発現変
動遺伝子数は E13.5における遺伝子数より大幅に少な
く，779個であった。このことは，転写異常が蓄積され
た XYsry-雌性生殖細胞が P1より以前に消失してしま
い，野生型に近い遺伝子発現プロファイルを保有する
NGOsのみが残存していることを示唆している。これ
らの発現変動遺伝子群の生物学的意義を詳細に解析する
ために GO解析を行った結果，E13.5 XYsry-雌性 PGCs
において Up-regulated genesとして検出された遺伝子
群には，「Wnt receptor signalling pathway」および
「Cell death」などの term が濃縮されており，Down-
regulated genes 内には，「Cell cycle process」および
「Meiosis」などの term が濃縮されていた。これによ
り，E13.5 XYsry-雌性 PGCsにおいてWNTシグナルお
よびアポトーシスの亢進と細胞周期および減数分裂移行
の遅延が生じている可能性が示唆された。さらに免疫染
色の結果，E13.5 XYsry-PGCs 核内には，WNT シグナ
ル活性化による安定化した b-cateninタンパク質が存在
し，これが細胞周期における G1/S期移行を阻害してい
ることが明らかになった。さらに E13.5 XYsry-PGCsに
おいて減数分裂関連遺伝子群の発現低下が観られること
から，WNTシグナルの亢進が減数分裂への移行も阻害
していることが示唆された。加えて，Repetitive ele-
ments の発現解析を行った結果，ほとんどの因子が，
XYsry-雌性生殖細胞で約 4∼10倍の発現上昇を起こして
いることが明らかになった。また，これらの発現抑制に
関与する H3K9me3修飾酵素およびヘテロクロマチン化
因子の発現は，XYsry-雌性生殖細胞において有意に減少
していた。これらの発現減少によって，XYsry-雌性生殖
細胞で Repetitive elementsの発現上昇が誘起されるこ
とが考えられる。加えて，Repetitive elementsの発現
上昇が XYsry-卵子の減数分裂進行にどのような影響を
与えているか免疫染色によって検証を行った結果，
XYsry-卵子において DNA傷害の蓄積および染色体不対
合などの異常が多く検出された。これにより，XYsry-雌
性生殖細胞における Repetitive elements の発現上昇
が，正常な減数分裂進行を妨げることが示唆された。こ
れらの生殖細胞形成過程における異常が何によって引き
起こされているか明らかにするため，本来雌型（XX）
の生殖細胞が保有していない Y染色体に焦点を当て，Y
染色体短腕部に位置する 12個のコード遺伝子の発現解
析を行った。その結果，Ube1y1，Eif2s3y，Uty，Ddx3y
および Rbmyの発現が，E13.5および P1の XYsry-雌性
生殖細胞において検出された。これらのタンパク質コー
ド遺伝子の発現が，XYsry-雌性生殖細胞形成を阻害して
いる可能性が示唆される。今後 CRISPR/Cas9システム
を用いてこれらの雌性生殖系列における存在が真に卵子
形成を妨げるかどうか，さらなる解析が必要である。
【結 論】
本研究は，生殖巣到達直後のマウス E13.5雌雄 PGCs
がすでに性特異性を保有していることを明らかにし，ま
た雌雄 PGCsそれぞれの細胞運命獲得は PGCs自身が
もつ性特異的な転写制御ネットワークによって支持され
ることを示した。加えて，Sry欠損性転換雌マウスをモ
デルとした解析によって，性染色体の構成と生殖巣環境
の性の不一致に起因する XYsry-卵子形成不全の初動と
その進行にかかわる分子機構を初めて明らかにした。本
研究により得られた知見は，哺乳類における機能的雌雄
生殖細胞形成において必須な生殖細胞の性特異的運命獲
得機構の理解に対する新たな洞察を与えただけでなく，
ヒトにおける性分化疾患（disorders of sex develop-
ment, DSDs）の発症機構の理解にも役立つことが期待
される。
審査報告概要
坂下陽彦氏の論文では，哺乳類生殖細胞の性分化機構
の分子基盤を明らかにするため，1）生殖巣の性差が生
じた直後（妊娠 13.5日目）の雌雄マウス胎仔始原生殖
細胞のトランスクリプトーム解析が実施された。また，
2）Y染色体上の性決定遺伝子 Sryをゲノム編集により
欠失させた性転換 XY雌胚が作製され，表現型解析およ
び Sry欠損 XY雌始原生殖細胞におけるトランスクリ
プトーム解析が行われた。その結果，マウス胎仔の生殖
細胞では，雄では体細胞分裂期特有の遺伝子群が，雌で
はアポトーシス促進遺伝子群や減数分裂関連遺伝子群が
活性化しており，雌雄生殖細胞に特異的な発生プログラ
ムが転写レベルですでに起動していることが明らかにさ
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れた。さらに，Sry欠損性転換マウスでは完全な雌表現
型を呈するものの妊性を欠いており，顕著な卵母細胞の
衰退が不妊の原因であることが明らかにされた。さら
に，Sry欠損 XY始原生殖細胞では卵母細胞の発生プロ
グラムが惹起されているが，正常な XX始原生殖細胞の
遺伝子発現プロファイルとは異なり，機能的な卵母細胞
の分化が進行できないと結論づけた。
よって審査員一同は，これらの研究成果が，生殖細胞
の性分化機構を解明する一途になったと判断し，坂下陽
彦氏に博士（バイオサイエンス）の学位を授与する価値
があると判断した。
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